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抗腫瘍性溶連菌無細胞抽出物の ウサ ギ体温及 び



















Streptolysin S 産生能を有す る溶連菌 に 抗 腫瘍能
があ る こ と が 実証
1)され た こ と か ら ,溶連菌 に よ る 一 連
の 実験的制が ん研究 が岡本 ら に よ っ て 行 なわ れ , 多く
の 知見が 発表さ れ た . つ い で 一 研究 は溶連菌 の 抗腫瘍
能増強化 と無毒化の 方向 に進 み t そ の 結果抗腫瘍性 の
強 い . 毒性 の 弱 い抗腫瘍佐藤連菌製剤 P C-B -45
2 馴




一 方 , こ れ らの 研究と 平行 して 抗腫瘍性溶連菌の 有
効因子 に関する研究も行 な わ れ , 溶連菌体を ア ル ミ ナ
ま た は金剛砂 で ホ モ ジ ネ ー 卜 し て え られ る無細胞抽出
液に腫瘍細胞傷害作用が あ る こ とが 報告 され たが , そ
の 活性 は 強く な か っ た . 本実験 で は , 溶連菌体の 破壊
に Bra u n
7
s c ell ho m oge niz e rを用 い て 無細胞抽出液
を作製 し . こ れ に つ い て 腫瘍細胞傷害作用を試験 す る
と と も に , O K-431 で み ら れ た血液像 に 対 す る 影響性
や発熱性 な ど に つ い て も試験 を行 な っ た .
材料お よ び方法
1. 使用菌株:教室保存の 溶連菌 Su 株(Ty pe3, 以
下単 に Su 菌と略記) を使用 し た . Su 菌 の 培養 に は普
通 ブイ ヨ ン 培養液 (pH 7.2 ～ 7.4) を用 い た .
2. Su 南無細胞抽出物 (CF E) の 調製: Su 菌の 20
時間 ブイ ヨ ン 培養液600m ほ 3 % 酵母 エ キ ス 培 養液







心 に よ っ て 生 菌体 を集 め , 冷生理 食塩水 に よ っ て 2回
洗推 した の ち冷蒸留水に 浮遊 し た . こ れ に 更に適量の
蒸留水を加 え て 菌浮遊液の 裔度 が O D660n m (日 立 一
堀場 spe ctr o nic s20) で 40に な る よ う に 調整した .
つ い で , 薗浮 遊液 30 最 と ガラ ス 粒 ( 直径0.1m m, ブラ
ウ ン 社製)40g を 70mエ容量 の ガ ラ ス 瓶(ブ ラ ウ ン 社製)
に い れ , 炭 酸 ガ ス 通 気 下 で Br a u n
'
s cell
ho m oge niz e rで 3,00rpm2分 間2 回計 4分間振と
う し た . つ い で ホ モ ジネ ー ト液 を ガ ラ ス ろ過 器(Gl)
に て ろ過 し た の ち ろ液 を遠心 し , 上清液 (無細胞抽出
液 , C e11-fr e e e xtra ct)を直 ち に 凍結乾燥 し て 無品形茶
色粉末 の 無細胞抽出物 (C FE) 1.4g を え た . C FE は低
温下 で 保存 し, 実験 に は そ の 都度燐酸緩衝生理食塩水
(pH 7.2 )で C FE を所要 の 濃度 に 溶解 して 用 い た.
3. エ ー ル リ ッ ヒ が ん細胞浮遊液: エ ー ル リ ッ ヒ腹
水が ん細胞 を移植 し た 10 日目 の マ ウ ス (d d系, 雄.
20g ～ 22g)の 腹腔内よ り腹水 を採取 し , 遠心 に よりが
ん 細胞 を集 め , 冷生理 食塩水 で 2 回洗椴 し たの ち洗源
が ん 細胞 を燐酸緩衝生 理食塩水 に 浮遊 し , さ ら に適量
の 燐酸緩衝生理食塩水 を加 え て 3.2 × 108 細胞/mエの
が ん細胞浮遊液 を作製 した .
4. 腰痛 細胞傷害作用実験: 腫瘍細胞傷害作用 をい
わ ゆ る わl ぴgJr o-′佗 びfぴ0 法 に よ る が ん細胞 の 移植
増殖阻害作 用 に よ っ て 試験 し た . す な わ ち , 各濃度の
C F E液 1容量と が ん細胞浮遊液 1容 量 を混 じて 37℃
Influ e n c e of Cell-Free Extr a ct of Antic an c erStrepto c o c ciio nthe Blo od Picture a nd
the Te mper atur e of Rab bits･ Shige r uKigoshi, Te r ushige Kohn o, M ato m oN ishio, Hi
･
r o oKawajiri, Kyoko Sugiya m a a nd Sl退t m uS hoin, Depertm e nt of Pha r m a c ology,School
of Medcin e, Kan az a w aUniv ersity. 920. Japa n.
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で60分間イ ン キ エ
ペ ー 卜 し たの ち t そ の 混合液0･5 血
をそれぞれ に 対 応し た 1群 10 匹の マ ウ ス 腹 腔 内 に接
種して 60 日間の マ ウ ス の 状態 を観察 した ■ 対照 と し
て
は1容量 の 燐酸緩衝生理食塩水に 1容量
の が ん 細胞浮
遊液を加え た も の を用 い た ･
5. 溶血力試験:C F Eの 2Ⅲg/ 両液 1 山 に生理 食塩
水1 舶を加え て よ く振 と う し た
の ち ･ こ れ の 生理 食塩
水に よる 1m 流 の 倍加稀釈液列 を作製 し , こ れ ら各管
に3% ウサ ギ脱線維血球浮遊液 1mエ宛を 加 え て 37 ℃
に2時間静置後 一 各管 に つ い て 溶血 の 有無 ･ 強溺 を判
定し. そ の 遠心 上清液 に つ い て O D 540n m で の 吸光度
を測定して , 溶血力を 50%溶血単位(H U)で 示 した ･
(50 %溶血単位と は3 %脱線維血球浮遊液 の 50 % を
溶血さ せ る力価を 1 単位 と した も の で あ る ･)
ま た, C F Eの 溶血作用が streptolysin S 様 の も の
であるか 否か を確 か め る た め , 3%血球浮遊液 に 予 め
trypa nblu eを 12･5FLg/mLに な るよ う に 添 加 し た も
のを用 い て 前 述の 如 く溶血力試験を行な っ た ･
6. ウ サ ギ血液像及 び体温 に 及 ぼす影響 に つ い て
の実験: 50mg/mエの C F E2血 を所定 の 時刻 に ウ サ ギ の
耳静脈内に 1 日 1臥 6 日間連日投与 し ･ 連 日
一 定の 時
刻に耳静脈よ り採血 し て , 赤血球数
8及 び 白血球数
g壕
算定し . 血色素量 を小官 - S abli法
1 01に よ り定 量し た ･
また体温測定 は ウ サ ギ を 固定 し , 直腸体温計 に よ っ て
測定し た .
7. 呈色反応:C F Eの 0.1 %液 に つ い て の 呈 色反応
をタ ン パ ク定性試験 と し て ニ ン ヒ ド リ ン 反応及 び ビ ュ
ウ レ ッ ト 反応1 1)を , 糖 の 定性試験と し て モ ー リ ッ シ ュ
反応1 2)を , R N A定性試験 と して オ ル シ ノ ー ル 反応を ･
D N A定性試験と して ジ フ ユ ニ ー ル ア ミ ン 反 応
1町を 行
な っ た .
成 績
1. が ん細胞移植増殖阻害実験: 腫瘍細胞傷害作用
をf乃 び か 0 一 拍 乙両 用 法 の 移植増殖阻害実験 に よ り
試験し た成績を表rl に 示 した . C F E液 とが ん 細胞浮遊
彼の 混合液中 の C F E作用 濃度 が , 3mg/mL, 2mg/ mL
及び1mg/ 山で は , が ん 細胞の 移軋 増殖 は阻害 され ,
これ ら処理 が ん 細胞 を移植 した 各群 の マ ウ ス は各群 と
もに60 日目に お い て も 100 %生存し , 60 日目 に お け
る屠殺解剖肉眼的所見 で も腫瘍の 存在 はみ られ な か っ
た｡ これ に 対 し , 作用濃度0.5mg/ mエ及 び 0･2mg/mエ
のC FEで 処理 さ れ た が ん 細胞 の 移植増殖 は阻害 さ れ
ず, 対照 群 の マ ウ ス と同 じく こ と ご と く 4週間以内に
腫瘍死し た ,
2. 溶血 力試験: 溶血力試験の 成績 は表 2 に 示 し
Tablel. In viir o･in yiv o a ntica n c er expe rl m e ntS
withC F E
Cortc entratio n of C F E
1n a lnixtu re
(m g/ml)








(Su spen sio n ofc a n cer
c ells alo n e)
0/10
疇Nu mber of mice aliv e on60th day afterintr ape r
-
ito n e al irje ctio n ofthe preincubated mixtu re of
ca n c er c ells su spensio n a nd C F E Solutio n･
Table2. Te stfo rhe m olytic a ctivity of CF E
● A bs en c e(R)or pres en c e(R十T)oftry pa nblue in
erythro cyte su spe n sio n･
一汁HCo mpletehe m olysis; +廿J 十+ pa rtial he m o-
1ysis; - n Ohem olysis･
= On ehem olytic u nit(1 H U)isthe am o untof he m o
･
1ytic s ubsta n c e c a u sing50%he m olysis oi3%r ab･
bite rythr o cyte s u spe n sio n underthe stated c o n
･
dition s.
Table 3. Color r e a ctio n of C F E
Te st
Colo r r e a ctio n
in O.1% s olution
Nirhydrin re actio n 什ー十
Biu retr e a ctio n 十l+
Molis chr ea ctio n 1 十
Or cin olr e a ctio n 十
Diphe nylamin e r e a ctio n +
286 木越 ･ 河野 ･ 西尾 りIl尻 ･ 杉山 ･ 正 印
た
･ C F Eの 50 %溶血単位 は 20.8日U /mgで あ っ た が ,
3% 血球浮遊液 に 予 め trupan blu e を 加 え て お く と
C F Eに よ る 溶血 は , Str eptOlysin S と同様 に 完全 に
阻止さ れ , 1 喝 / 山の 濃度 で も溶血 は認 め ら れ な か っ
た .
3. ウ サ ギ血液像に 及ぼ す 影響 に つ い て : C F El OO
咽 を 1 日1臥 6 日間連 日耳静脈内注射 に よ る血 液像
の 変化を図1 に 示し た .
白血球数は 2 日目 に 25 %増加 した が 4 日目 よ り 減
少 し 6 日目の 最終投与 で は約 15 %減少 し た . し か し最
終投与よ り 4 日目以 降 で は増加 し , 14 日目 に は投与前
の 状態に 復 し た .
赤 血球数 は CF E投与 に よ り減少 し , 最終投与 日 で は
約 17 %減少 し た . しか し , 最終投与 より 2 日目以 降 で
は増加 し , 14 日目 に は投与前の 状態 に 復 し た .
血色素量 は赤血球数 と同様 に C F E投与 に よ り 減少
し , 6 日目 で は約30%減少 した が , 最終投与 より 2 日
目以 降 で は増加 して 14日 目 に は投与前の 状態 に 復 し
た .
4. ウ サ ギ 体温に 及ぼ す影響 : C F ElOmgの 1 日 1
回6 日間連 日投与に よ る体温 の 往時的変化を図2 に 示
した .
C F Eの 1 回目の 投与 で は体温 は漸次増加 し , 9 時間
で 最高の 1.2℃上昇 し た が 10時間目 か ら減少 し , 14
後問目で の 体温上昇 はわ ずか で あ っ た . 2 回目の 投与
以降で は体温上昇 は認 め られ な い か ま た は少 なく , 最
高上昇で は 0.4 ℃で あ っ た .
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成績 は表3 に 示し た ･ C F E はタ ン パ ク 反応強陽性牒




抗腫瘍性溶連歯か ら ア ル ミ ナ ま た は 金剛砂処理 によ
っ て 作製さ れ た無細胞抽出液ま た は同破か ら ア セ トン
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Fig. 1. Influ e n c e of C F Eo n the blood
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Fig. 2. Influ e n c e of C F Eo n the body te mpe ratu re of r abbit
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homOge niz e rに よ り作製 し た無細胞抽出液 ま
た は そ
の凍結乾燥標品 C F Eの 方 が は るか に 溶血活性 並 び に
抗腫痴活性 は強か っ た ･ す な わ ち , E A P
の 溶血力価 は
釣針8耶 /mgと計算さ れ た
の に 対 し - CF Eの 溶血力価
は20.8II U/ 喝 と E A P
の 約 25倍 で あ っ た ･ ま た , 摘
p 伽
- わ 川 加 法 に よ る腫瘍細胞移植増殖阻害作用
で は,EA Pの 作用濃度が25mg/ mエで 60日目 の マ ウ ス
生存率は15匹中10匹の 67 %で あ り t ま た 60 日の 観
察期間中に 腫瘍 そ の 他 の 原 因で 5匹が死 亡 した
の に ,
cFEで は作用濃度が 0,5mg/ 山で 60 日目の 生存率 は
100% で あ っ た . こ れ らの こ と か ら溶連菌体の 破砕 に
は. Bra u n
.
s c ell ho m oge niz e rに よ る の が有利 で あ
っ た . ま た , 本実験 に よ っ て Su 菌体内に は腫瘍細胞傷
害因子と溶血性因子が存在 し , こ れ ら両因子 が分離可
能なもの で あ る こ とが 実証さ れ た ･ し か し･ 両 因子 が
同 一 の も の で あ る か否か に つ い て は 更に研究が必要 で
ある. ま た , C F Eの 溶血作用 は try pan blu eの 存在 に
ょ っ て 阻 止 さ れ た こ と か ら , C F Eの 溶 血 は
streptoly･Sin S 様の 溶 血と考 え ら れ た . C F Eに は 呈
色反応か ら糖類や核酸類 が含ま れて い るが , 主 成分 は
タ ン パ ク とみ られ た .
CF Eの 連 日投与 に よ っ て ウ サ ギ赤 血球数 や 白血球
数が減少 し た の は C F Eの 細胞毒性 に よ る もの か , そ の
他の原因に よ る甲か は不明で あ る が , C F Eに は溶血性
がある こ と か ら赤血球数 の 減少 は こ れ に よ る も の と考
えられた . し か し , 赤血球 の 減少の 程度 は抗腫瘍性溶
連菌製剤 OK-431 に よ る方 が C F Eに よ る よ り 大 で あ
っ た . ま た , O K-431 で は 白血球数増加の 傾向が み られ
たが, C F Eに は こ の よ う な傾向 はみ られ なか っ た . こ
れはC F E が菌体内よ り 分離さ れ た もの で あ る の に 対
し,O E-431 は菌体を含む もの で あ り , 従 っ て 両者 に 対
する生体内反応が異な るた め に よ る と考 え ら れ た . 体
温に対す る実験 に お い て も , O K･431 で は連 日 投与 に
より若干 の 耐性 は生 じ るが . 投与の 都度発熱 し た の に
対し, CFE で は 2回目か ら発 熱 はみ ら れ な か っ た の は
上記と 同様 に O K-431は菌体を含み , C FE は菌体内か
らの分離物質 で あ る た め と考え られ た ,
結 論
抗腫瘍性溶連菌体を Bra u n
'
s c ell ho m oge nize rに
よ っ て 破砕 , 作製 した 無細胞抽出液 の 凍結乾燥標品
CFEに つ い て 抗腫瘍活性 . 溶血活性 , ウ サ ギ体温及 び
血液像に 対す る影響性 に つ い て 試験 し , 次 の 如 き結果
をえた.
1. C F Eに は腫瘍細胞傷害作用 と溶血作用 が あ り .
溶血作用は streptolysin S と同様に try pa n blu eの
存在 に よ っ て 阻止 され た .
2. C FEの 連 日耳静舵内投与 で 赤血球数 . 白血球数
及 び 血色素畳 は若干減少す るが , 投与中止に よ り投与
前の 状態 に 復 し た .
3. C F Eの 連 日投与 で t 第1 回投与時 に の み体温 は
上昇 した が , 第2 回投与以降で は 体温上昇 は認め られ
な い か 少な か っ た .
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Abs細 Cせ Sin ce it w as de m o n str ated that str eptolysin S･fo rming str epto co c cI POSSeSSed an
antica nc er a ctivity,isolatio n e xpe rim ent of a ntic anCe rfa cte rof the co c ci wa s c a rried out･ T he
co cci, har v ested fr o m3% yea stextra ct broth cu hur e, W aS hom oge niz ed byt he aidof Braun
'
s cen
ho m ogeniz e r. T he ho moge n ate wasc entrifuged at lO,0 0 0rpm for 3 0minutes･ T he supe m atant
(Cel-fre e e xtr a ct)thu sob tain ed w a sliophihz ed a ndt he bro w nishpowde rw asdesign ated asC F E･
CF Ewas e x a min ed o nthe subjects of the a ntican c e ractivity,t he hem obrtic activity, a nd the
innu e n ce o nthe bloodpictur e a nd the bodyte mperatu re ofrab bits.
T he re s ults a re asfolle w s.
1. Test for a nticancer a ctivity w a s c a rried o ut a c c o rd ingto thein vitro
- in vivo a ss ay m ethod,
and C FE inhibited the inva sive n ess of E hr止ch ca r cino ma c ellsinto mice.
2. Hem oけtic pow e r of C F Ewas2 0.8 H U/m g.
3, T he n u mbe r of luc o cytes anderythrocytes, a nd the am o u ntof hem ogrobinin blo od ofrab bits
dec re ased by six intrav e nou sinje ctio n s of C F E fo rsix succ essiv edays･ After thelastinjection,
the n u mber of both ce皿s and am ou nt of he m oglobin began to in c rease and retu m ed to their
initialvalu e o nthe 8 th day.
4. CF Ewasinje cted intr a v e n ou slyinto r abbits six tim e sfo r six s u cessiv edaysto e x a min ethe
innu en c eon t he body te mperature . The body te mperatu re ro se by the first injectio n of C F E,
but didn ot risebyinje ctio n on and after the2nd day.
